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Abstract: The V3-domain within gp120 of HIV -1 elicits virus neutralizing antibodies 
(Ab). In North American-European strains of HIV-1， the GPGR-motif of V3-1oop is 
conserved， whereas in African strains this motif is substituted by GP (or L) GQ. Therefore， 
a linear amino acid sequence including these motifs is called the principal neutralizing 
determinant (PND). However， the correlation between clinical stage of HIV -l-infected 
individuals and anti-PND Ab titers has not yet been well investigated. 
In this paper， 1 established that a high frequency (44%) of anti-PND Ab against HIV-1 
MN strain was observed in 93 seropositive J apanese hemophiliacs using a panel of PND← 
peptides and an enzyme-linked immunosorbent assay. The cDNA sequence analysis of V3 
-domain of HIV -1 isolated from patient sera also revealed that the high-responder against 
PNDMN-peptide well conserved the original sequence. Further， based on the determination 
of anti-PNDMN Ab (MN -Ab) titer during the past 10 years， 35 HIV -l-infected J apanese 
hemophiliacs with a well-characterized natural history were categorized. Group 1 : MN 
Ab was consistently negative (< 20). Group 2 : MN -Ab titer was within 20-100. Group 3 : 
MN-Ab titer was initially high， but decreased later. Group 4: MN-Ab titer was kept high 
(> 100). Patients of group 1 were further divided into two subgroups based on CD4-positive 
cel count ; namely， subgroup 1a and subgroup 1b. Without exception， the patients belonging 
to groups 1a， 2， and 3 showed a consistent decrease in CD-4 positive cel counts and a 
progression to HIV -l-induced disease. Virus isolation test was frequently positive (65-69. 
4%). In contrast， the patients of group 4 remained asymptomatic carriers. Virus isolation 
was also less frequent (16.0%). In addition， a marked increase in serum IgA levels was 
found in many patients of groups 1a， 2， and 3， but this was not seen in any patients of group 
4. These results indicate that a high level of anti-PNDMN Ab titer in sera well reflects 
retardation of the disease progression. 
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患者 44名における，代表的な 7種類の HIV-1変異株の
PND部分の合成ペプチド〔それぞれ 15アミノ酸残基〉
を作成し，これを固相化した酵素免疫測定法(enzyme-























49例と自己免疫疾患例血清 31例(SLE14例， Sjogren 






患者 natural historyが良く把握されている 35症例から
経時的に採取され， -80'Cで凍結保存されていた血清，
延べ 347検体を用いた.その内訳は，奈良県立医科大学
の観察例(血友病A患者 24例 248検体，血友病 B2例 15
検体)，東京医科大学臨床病理学教室の観察例(血友病







検定はAppliedBiosystems 470 A protein sequencerで
行なった.これら合成ペプチドの種類はGPGR構造を有
する北米・ヨーロッパ型5種(IIB， MN， RF， SC， WMJ 
2)とGP(L)GQ構造を有するアフリカ・タイ型 2種
我が園の HIV-1感染血友病患者における HIV-1V 3領域型特異的抗体に関する研究 (651) 





M NaHC03， pH 9.6)で希釈し， Nunc社(Denmark)製
ELISA用マイクロプレートに 50μlずつ加え， 4'Cで一
昼夜放置し，ベプチドをプレートに固相化した.次に，
洗浄緩衝液(0.1% Tween 20加燐酸緩衝液， PBS-T 











質緩衝液 10%-di巴thanolamine，0.5 mM  MgCl2， 0.02 



















させ，まず HIV-1V 3-C 2ドメインをカバーする 2つの




CTGCTGTT AAA T)とEC1 (GCTCTGCAGT. 
CAAATTTCTGGGTCCCCTCCTGAGG)で 2nd-
PCRを行った.最終的に 370bpの塩基配列を増幅し，こ






















Table 1. Sequences of synth巴ticpeptides used in anti-PND 
antibody ELISA 
Peptide name Clinical strain Amino acid sequence 
IIIB HIVUIB 306EIQRGPGRAFVTIGK312 
MN HIVMN RIHIGPGRAFYTTKN 
RF HIVRF SITKGPGRVIY A TGQ 
SC 日IVsc SIHIGPGRAFYA TGD 
WM]-2 HIVWMJ-2 SLSIGPGRAFRTREI 
Afl. con HIVAfl.con SIRIGPGQAFYATGD 
Af2. con HIVAf2.con VGPIGLGQAL YTTRI 
(652) 山中貴陛
HIV-l P 24抗原の測定を ELISAで行い，半定量は被検 た時期に少なくとも 3回以上ウイルス分離検査が施行さ
単核球分画の最終希釈度による感染度の変化で表した20)• れている 24症例について検討した.
上記長期観察 HIV-l感染血友病 35例の中で，異なっ 8. Western blotting解析
Tabl巴 2.Average absorbance of anti-PND antibodies in sera with hemophilia A， autoimmun巴diseaseand 
in healthy individuals 
(M土lSDat 405 nm) 
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Fig. 1. Actual optical density (OD) at 405nm of anti-PND antibodies against a panel 
of PND-peptides. OD was measured with a口 enzyme-link巴dimmunosorbent 
assay as described in Materials and Methods. C : normal sera control. Ab(ー): 
hemophilic sera with seron巴gativereaction to HIV -1. Ab(十): hemophilic 
sera with seropositive reaction to HIV-1. 
我が国の HIV-1感染血友病患者における HIV-1V 3領域型特異的抗体に関する研究 (653) 
Sanofi社(Franc巴〉製 LavB!ot Iキットを用いた.こ 対する抗体の検出が可能である.また，本検査は MN抗
のキットは HIV-1を構成する env蛋白質(gp160， gp 体力価の推移により分類した後述の Group1-4と亜型
120およびgp41)， gag蛋白質(p55， p 40， p 25および を含めた 5群の患者から代表例を 2例ずつ選び施行した.
p 18)， po!蛋白(p68， p 52および p34)の各エピトープに
(A) High responder of anti-PNDMN antibody 
3:VEINCTPRNNNTRKSIHI 
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(B) Low responder of anti-PNDMN antibody 
l:VKINCTRPYNNTRKSIHI 
1: • • • • • • • • • • • • • • 
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AFYTTGEIIGDIRLAYC 
NH 227 1:VEINCTRPHNNTRKSIHI同五司 AFYIAGQIIGDIRQAHC
NH 1 1CTRPSMKTRKGIHI I GWKR I IMYATGEIKGDIRQAHC 
Tab!e 4. Hemophi!ia A patients died of AIDS during N ov 1986-J an 
1995 at Nara Medica! University Hospita! and its r巴!ated
hospita!s 
No Cas巴 Date on death Cornplications 
Anti-MN 
Ab titer 
l. A-111 Nov 1986 PCp* susp十Dernentia ND叫
2 A-142 Mar 1988 PCP ND 
3. A-32 Jan 1989 PCP+Choroiditis by CMV <20 
4 A-164 Aug 1989 Candidiasis く20
5 A-141 Nov 1989 PCP く20
6 A-12 Sep 1990 PCP <20 
7. A-94 Nov 1990 Aspergillosis く20
8 A-136 Aug 1992 PCP susp. <20 
9. A-28 May 1992 PCP <20 
10 A-17 S巴p 1993 IP"市 byCMV 
1 A-15 Dec 1994 Bacterial pneurnonia 44 
12. A-88 Jan 1995 ND ND 






























































































Fig. 2. Serial anti-V3 MN antibody tit巴rof 35 HIV-1-inf巴cted
]apanese hemophiliacs over th巴past10 years. 35 HIV -l-infect 
ed ]apanese h巴mophiliacswith a well-charact巴riz巴dnutural 
history were categorized according to anti-PNDMN AbCMN 
Ab) titers目 Group1 MN-Ab titer was negative. Group 2 
MN-Ab tit巴rwas within 20-100. Group 3 : MN -Ab titer was 
initially high， but d巴creasedlat巴r.Group 4: MN-Ab titer was 






PND I B抗体の陽性は 3例(3.2%)，抗 PNDMN抗体
の陽性は41例(44%)，抗 PNDRF抗体の陽性は 2例













































o 119851 861 87 i 88i 891-:0・91I白目 93I 94 
Fig. 3. CD4-positive cel count during th巴 past10 
years. Patients of group 1 were divided into 
two subgroups based on CD4-positive cel 
count ; namely， subgroup 1a with mark巴d
decrease in its cel count and subgroup lb 





























例(lowresponder型 症 例UNH 18， NH 249， NH 227お



























































Fig. 6. Serum-IgG .Jevel during the past 10 y巴ars目
In most patients of group 1-4 showed a 





Fig. 5. Serum-IgA level during the past 10 years. 
The marked incr巴as巴 inserum IgA levels 
was found in many patients of groups 1a， 2 
and 3， but this was not seen in most 






Group2: MN抗体力価が観察期間中 20倍から 100
倍の聞を変動している症例. この群は8例で， うち 6例
はCDC3-4群，すなわち AIDSと診断されているが，何
れも現在加療中である.
Group 3: MN抗体価は観察当初 100倍以上の高力価
(657) 我が国の HIV-1感染血友病患者における HIV-1V3領域型特異的抗体に関する研究
血友病患者 12症例の内訳と，その主な合併症を示した
(Table 4). このうち 8症例は死亡前 1か月以内の血清
MN抗体力価はいずれも 20倍以下と陰性であった.死








































































きている症例で，この群の 6例中 2例は既に AIDSを発
症して死亡している. 4例jは何れも CDC3-4群である.






a) CD 4および CD8陽性細胞数
Group 1はCD4陽性細胞数の推移で 2亜型に分類さ
れた.すなわち， 9例中 7例は観察期間中の CD4陽性細
胞数の減少は速やかで，これを subgroup1 aとした.ま
た，残り 2例はこの間ほとんど CD4陽性細胞数は正常
範囲を保っており，これを subgroup1 bとした.Group 







血清 IgA値は Group1 a， 2および3の症例など病期
進行例の多くで経過と共に顕著な上昇がみられたが，病





Group 1 aの5症例ではウイノレス分離検査 36回中 25
回陽性(69.4%)， Group 1 bでは 4田中 1回(25%)，陽
性， Group 2では 26回中 17回(65.3%)，Group3では
31田中 22回(7l.0%)陽性であった.しかしながら，
Group 4では 44回中 7回(16.0%)のみが陽性であった.
7. Western blotting解析
Subgroupを含めた 5群につき，各 2症例ずつの計 10
症例に対して経時的 Westernblotting解析を施行した.
Group 1 aの2症例(A12とA17)はそれぞれ 1990年と
1993年とに AIDSを発症して死亡した例で，両症例とも
全般的に各抗体の反応性は弱く， A 12では全観察期聞を
通じて p18抗体が完全欠失し， A 17ではp25とp18抗
体とが完全欠失していた.そのほか gp160， gp 120， p 
Fig. 9目 Westernblotting analysis of hemophilic patients of A12 and A17 who belong to group 1a. 
我が国の HIV-1感染血友病患者における HIV-1V 3領域型特異的抗体に関する研究 (659) 
Fig. 10. West巴rnblotting analysis of h巴mophilicpatients of A4 and A156 who belong to group 1b. 
Fig. 11. Western blotting analysis of hemophilic patients of A24 and A71 who b巴longto group 2 
(660) 山中貴世
Fig. 12. West巴rnblotting analysis of hemophilic patients of A28 and A168 who belong to group 3. 
Fig. 13. Western blotting analysis of hemophilic patients of All and A89 who belong to group 4. 
我が国の HIV-1感染血友病患者における HIV-1V 3領域型特異的抗体に関する研究 (661) 
55， gp 41， p 34および p25に対する抗体の反応性は全期 国あるいはヨーロッパで分離されたウイノレス株はMN
聞を通じて全般的に弱く，その程度は両症例共に死亡す 株とIIIB株とが圧倒的に多いというウイルス分離疫学
る数か月前より顕著となった(Fig.9). 的結果20)を一部反映しているものと考えられる.この現
Group 1 bの 2症例(A4とA156)はCD4陽性細胞 象は本邦のみならず，既に米国8)，}lンザニア8)およびオ
数がほぼ正常範囲内でACの状態であるが， A4ではgp ランダ6)等の HIV感染特定モデノレ地区の HIV-1感染非
160， gp 120およびp25抗体は存在するものの， p 18を 血友病患者集団でも報告されている.しかし，これら
含む他の抗体は一部あるいは全般的に欠失していた. A MN抗体の HIV-1ウイルス中和能については報告者に
156ではほぼ全てのエピトープに対する抗体が存在して よってその成績が大きく異なっており， MN抗体の年余
いるものの，反応の全般的な減弱がみられた(Fig.10). に渡る経時的推移と患者の臨床像そして種々の HIV-<
Group 2の2症例(A24とA71)は共に AIDS発症例で ーカーについて言及した研究はなかった.
あった. A24ではp18に対する抗体は全期聞を通じて 一般に， HIV-1のV3領域は変異性が高く，一旦，型
欠失していたが， p 25抗体は比較的最近まで存在してい 特異的抗 PND抗体が生じても，その聞にウイノレス株の
た.A 71ではほぼ全てのエピトープに対する抗体が認め 変異が起こり，この抗 PND抗体がもはや中和活性を発
られるが， 1991年以降，全般的に抗体反応性はやや減弱 揮出来ないという.いわゆる escapmg現象が生ずると
してきた(Fig.11).Group 3の2症例(A28とA168)は 考えられて来ている.実際著者が今回， MN抗体との関
共に AIDS発症例で， A28は1992年に死亡した.この症 連性を検索し得た症例では， PNDMNベプチドと強反応
例はp18抗体が観察期間中ほとんど欠失していた.ま を示すいわゆる high-respond巴r型症例では GPGRを
た， p 25抗体も 1989年から急激に反応低下を示した.A 中心とした V3ノレーフ。領域のアミノ酸配列は original
168では 1994年以降， p 18抗体はほぼ完全欠失し， p のV3(MN)配列を極めて忠実に保っていた.しかし，
40， p 34およびp25抗体の反応性は低下傾向を示した PNDMNベプチドと弱反応を示すlow-responder型で
が，他の抗体反応は比較的よく保たれていた(Fig.12). はGPGRとその近傍のアミノ酸配列とが変異し，
Group 4の2症例(A11とA89)はACで，特徴的な所 V 3(MN)配列の基木構造が変化していた.
見はMN抗体と HIV-1各エピトープに対する抗体反応 木学附属病院と関連病院とでは， 1986年から 1995年
性が過去 8-9年間ほとんど不変のまま強く保たれてい までの 11年聞に AIDS発症で死亡した 12例の血友病
ることであった(Fig.13). 患者を経験している.MN抗体力価測定が可能であった
考 察
9症例中 8例は死亡前 1か月以内の MN抗体価はいず
れも 20倍以下と陰性であった.残る 1例は死亡約 4か月
すでに石本ら 18)は本学附属病院で観察中の HIV-1感 前に測定した MN抗体価は 44倍と低値であった.AIDS
染血友病患者における MN抗体陽性率が 44例中 20例 末期では液性および細胞性免疫能の低下を伴うため，こ
(45.5%)と高頻度であることを報告した.次いで，著者 れらの所見のみではMN抗体の存在が AIDS発症に何
はまず，この頻度は本邦の他の血友病センターで観察中 らかの作用を及ぼしているとは判断し難い，そこで本研
の血友病A患者においても 93例中 41例(44%)と同程 究の標的を MN抗体価測定を基盤にした臨床疫学的ア
度であること，そして，これらの頻度は既報の石本ら 18)の プローチに置いた.
報告とほとんど変わらないことを示した.一方， HIV-1 この目的のため，東京医科大学，聖マリアンナ医科大
非感染血友病患者 77例や自己免疫疾患患者 31例からは 学および奈良県立医科大学などわが国の主な血友病セン
MN抗体は 1例も検出されなかったことから，今回著者 ターで加療を受けている HIV-1感染血友病患者のうち，
の測定した MN抗体は， HIV-1感染血友病患者におい 特に過去 10年聞の患者 naturalhistoryが良く把握され
て極めて特異性の高いものであることが確認された.上 ている 35例を抽出し， MN抗体の推移のほか，臨床症
記 HIV-1感染患者 93例中， MN抗体以外の抗 PND抗 状，各種 HIVマーカー，ウイノレス分離およびWest巴rn
体陽性例の頻度はIIIBが3例(3.2%)，RFが 2例(2.2 blotting解析と包括的検討を行った.本邦血友病患者の
%)， Af 1. conが l例0.1%)， Af2. conが5例(5.4%) 多くは主要な血友病センターで止血治療を受けているこ
で， SC，WMJ-2合成ベプチドに対する抗 PND抗体は全 と， HIV-1の感染源が数種類の輸入血液製剤に限られ，
く検出されなかった(0%) この事実は， 1985年以前に また，その感染時期が 1985年以前にほぼ限定されるこ
木邦で使用されていた非加熱第VIまたは第IX因子濃縮製 と2叩 4)などから欧米の HIV-1感染非血友病集団とは異







体陰性を示している群， Group 2はMN抗体力価が 20






major subgroup 1 aとこの低下がなく病期も ACのま
ま安定している minor subgroup 1 bとに分けられた.




は全てが ACの状態である.また，血清 IgG値と IgM値
とは各 Group間で特に明確な差異は認められなかった
























た.これらの中では特に p18， p 25， p 34およびgp41の
抗体反応性の減弱や欠落が顕著であった.しかし， p 25 
抗体に関しては，強い抗体反応性は存在するものの病状
の進行している症例 A12， A 24， A 71およびA168が存
在するとと，逆に抗体反応性は弱いものの，病状進行の





























Group 1はCD4陽性細胞数によって 2亜型 1aと1b
とに分類された.• Group 1 a， 2および3に属する症例で、
は病状は急速に進行し，日和見感染や AIDS関連死が見
られ，また， ウイノレス分離陽性結果も頻固に認められた.
Group 1 bの2症例は MN抗体が陰性にもかかわらず
ACの状態であった. Group 4の症例は高力価 MN抗体
を年余にわたって維持しており，病状の安定と低頻度ウ
イノレス分離陽性の所見が認められた.
3. Group 1 a， 2および3の症例では，血清 IgA値が
病状の進行と共に顕著に上昇したが， Group 4の症例で
はIgA値は正常範囲内であった.
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4. Western blotting法で観察される HIV-1各エピ D.， Matsushita， S.， Cobb， K. E.， Jett， C. M.， 
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